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１　はじめに
　光合成は植物が行う基本的な代謝の一つであり、
その重要性から、学校教育においては小学校から高
等学校に至るまで、段階を踏んで深く学ぶ内容であ
る。
　光合成は二酸化炭素の Cを光のエネルギーでつ
ないで有機物を作る過程であり、途中で電子を奪わ
れた水から酸素が生じる。この反応が行われている
ことを確認するためには、原料である二酸化炭素の
減少の検出、生じた有機物の検出、副産物として発
生した酸素の検出といった実験が行われる。このう
ち、生じた有機物を検出する実験では、葉に蓄積し
た同化デンプンを確認するものが多い。小学校では
日光に十分あてた葉を材料として、叩き染めで細胞
内容物を転写したろ紙や葉そのものを脱色したもの
にヨウ素液をかけて、葉の呈色を肉眼で観察し、光
合成の条件として日光が必要であることなどを学ぶ。
一方中学校では、葉肉部分の細胞層が二層しかなく、
細胞内の観察に適したオオカナダモを材料としてヨ
ウ素デンプン反応を行い、デンプン粒が生じる場が
細胞内の葉緑体であることを光学顕微鏡で確認する。
理論的には、どちらの実験も十分に光が当たって光
合成を行った葉がありさえすれば確認可能なはずで
あるが、後者に関してはしばしば期待どおりの結果
が見られないことが指摘されている。原因の一つと
して、水中の二酸化炭素の不足が考えられており、
炭酸水素ナトリウムや炭酸水、呼気の添加やエア
レーションの導入等による改善が試みられている
（例えば文献 1、2）。筆者らも同様の改善を試み、
その条件の最適化を図っていたが、その過程で、ヨ
ウ素デンプン反応前に行う前処理を変えることで結
果に大きな違いが出ることを見いだした。
　オオカナダモの葉を用いたヨウ素デンプン反応の
実験においては、ヨウ素液処理の前に固定、脱色等
の処理を行うことが多い。国内 5社の平成 27年 3
月検定済の中学校理科教科書3）～7）においてヨウ素
デンプン反応前の手順を比較したところ、
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　・葉を熱湯に短時間つける
　・葉を熱湯に 30秒間入れる
　・熱湯であたためたエタノールの中に入れて脱色
する
　・熱湯につける
　・熱湯に数分浸す
といった記載が見られ、以前の報告2）と変わらず、
「熱湯処理」を行う方法が主であった。オオカナダ
モの葉の熱湯処理については、細胞質がかたまりに
なることやデンプンが溶け出すという指摘が以前か
らあった2）8）。今回詳細に観察したところ、熱湯処
理はこれらの影響だけでなく、デンプン粒の変形や
葉緑体から飛び出すという現象も引き起こすことが
わかった。また、固定の目的で行われている熱湯処
理がなくてもオオカナダモの葉のデンプン粒はでき
ることを確認し、葉を冷凍することで一週間程度検
出が可能であることを見いだしたので報告する。
２　方　法
2-1　材料
　材料には、ペットショップで商品名アナカリスと
して販売されていたオオカナダモを用いた。購入し
たオオカナダモは水槽に入れて明るい窓際に置き、
時折水を交換しながら栽培した。肥料は特に与えな
かった。なお、猛暑日には空調を 28℃に設定して
温度が上がり過ぎないようにした。
2-2　デンプン検出
　終日晴天だった日の夕方、数個体から先端 10節
以内の葉を採取した。発泡スチロールで囲んだガラ
ス製の瓶に、沸かした直後の熱湯、70℃にした湯、
50℃にした湯、水を用意し、採取した葉を入れて 5
分間放置した。また、アルミホイルに載せて冷蔵庫
と冷凍庫に入れ、5分間放置した。処理した葉はそ
のまま約 30倍希釈のヨードチンキを入れたシャー
レに移し、揺すりながら約 2分間染色した。オオカ
ナダモの葉の脱色は経験的に必須ではなかったこと
に加え、教科書によって記載があるものとないもの
があること、脱色を行っていない論文があること、
さらに観察対象が葉緑体とデンプン粒の位置関係で
あることから、今回は行わなかった。軽く水洗いの
のち、プレパラートを作成して、葉の表側から光学
顕微鏡で観察した。
３　結果と考察
3-1　熱湯処理の影響
　一連の実験で最も顕著に染色された実験回におい
て、採取した葉を熱湯と水で 5分間処理してから染
色した葉の様子を図 1に示す。ほぼ同じ光条件の下
で生育し、ほぼ同じ部位から採取した葉にも関わら
ず、顕著な染色が肉眼で認められたのは、熱湯処理
した葉であった（図 1a）。いずれの葉においても染
色は中肋および葉のつけ根で顕著であった。以上か
ら、肉眼レベルで同化デンプンの蓄積を確認する実
験では熱湯処理が望ましいと考えられた。
　しかし、顕微鏡で観察したところ、熱湯処理した
葉においては、同化デンプンの蓄積が顕著であった
中肋の細胞全体に青紫色が広がっていることがわ
かった（図 2a）。先行研究にもあるとおり、粒状に
なっていたデンプンが熱湯によって溶出したと考え
られる2）8）。この細胞全体の染色は、70℃以下の湯
で処理した場合には顕著ではなかった（図 2b～d）。
先行研究で指摘されていた細胞質がかたまりになる
現象は、見られたときと見られなかったときがあり、
必ず起こるわけではなかった。
図１　オオカナダモ葉の同化デンプン検出における
熱湯の効果
葉を採取後、a熱湯、b水に 5分間浸した後に染色
した結果。スケールバーは 5 mm。
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　また、多くのデンプン粒がいびつな形状であった
（図 3a、矢印および枠内）。さらに、葉肉部分の細
胞を拡大して観察したところ、葉緑体から飛び出し
たように見えるデンプン粒が認められた（図 3b、
矢頭および枠内）。70℃の湯で処理した場合には、
デンプン粒は表面がスムーズな球状もしくは楕円体
状であった（図 3c）。しかし、葉緑体とデンプン粒
の位置が若干ずれて見える場合があった（図 3d、
矢頭および枠内）。この現象は 50℃の湯や室温の水
による処理では見られなかった（図 3e～ h）。
3-2　冷凍処理の効果
　細胞の固定には物理的方法と化学的方法があり、
この実験で行われる熱湯処理は前者に、体細胞分裂
の観察実験で行われるファーマー液等による処理は
後者に当たる。加熱以外の物理的方法としては冷凍
もあり、氷晶による細胞内構造の破壊を起こさずに
冷凍固定する方法が工夫されている9）。
　そこで、本研究においても葉の冷凍処理が熱湯処
理の代わりになるかどうかを検証した。その結果、
採取した葉を冷凍庫に入れても 50℃の湯および水
で処理したときと同様にデンプン粒は溶出せず、き
れいな形状を保ったまま葉緑体内に存在し続けるこ
とがわかった（図 4b）。また、3日間冷凍庫内に放
置しておいた葉においても、中肋、葉肉ともに葉緑
体内のデンプン粒が容易に観察できた（図 4c）。7
日間冷凍庫内に放置しておいた葉では原形質分離が
進行しており、細胞質や葉緑体が偏って存在する細
胞が多くなっていたが、葉緑体へのデンプン蓄積は
認めることができた（図 4d）。
3-3　葉内の染色箇所について
　複数回実験を行ったが、肉眼で顕著なデンプンの
蓄積が認められたのは、いずれの実験においても葉
の中肋部分や葉のつけ根部分であった（図 1、2）。
図２　熱湯処理によるデンプンの溶出
葉を採取後、a熱湯、b 70℃の湯、c 50℃の湯、d水
に 5分間浸した後に染色した結果。スケールバーは
50 μm。
図３　熱湯処理がデンプン粒に及ぼす影響
a、bは熱湯、c、dは 70℃の湯、e、fは 50℃の湯、g、
hは水で処理したもの。a、c、e、gは中肋、b、d、f、
hは葉肉の細胞。aの矢印は変形したデンプン粒、b、
dの矢頭はデンプン粒が飛び出した葉緑体、枠内は
それぞれの拡大図を示す。bは中肋に隣接した細胞
で、画像上部に見えている染色は、溶出したデンプ
ンで細胞全体が染まった中肋の細胞である。スケー
ルバーは 50 μm。
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これらの部分は教師用指導書等においても観察しや
すい部分として挙げられている（例えば文献 10）。
しかし、中肋部分のデンプン粒については暗所で栽
培した葉でも観察されることから、光合成との関わ
りを疑問視する報告もある2）。また、ほぼ同じ光条
件と考えられる一枚の葉の中でも、葉肉部分の葉緑
体と中肋部分の葉緑体では蓄積しているデンプン粒
の大きさが明らかに異なる（例えば図 3c、d）。こ
れらのことから、葉緑体のデンプン粒は葉肉部分と
中肋部分とでは異なるメカニズムで形成された可能
性があり、中肋部分の観察はこの実験の目的である
“光によってデンプン粒を溜める葉緑体が光合成の
場であること”を学習するためには適切ではない可
能性がある。今回は（光合成とは違うかもしれない
が）同じメカニズムで蓄積したデンプン粒に対する
前処理の影響を比較するために観察対象としたが、
この可能性の検証は今後も必要である。
４　まとめ
　本研究では、中学校で行われるオオカナダモの葉
の同化デンプン検出に際し、多くの教科書で見られ
る熱湯処理の影響を改めて検討した。その結果、肉
眼レベルでは、熱湯処理を行った葉のほうが処理を
行わない葉よりも同化デンプンの蓄積をはっきりと
見ることができた。しかし、顕微鏡レベルで観察す
ると、従来から指摘されていたデンプンの溶出や細
胞質がかたまりになる現象だけでなく、デンプン粒
が葉緑体から飛び出てしまうという影響が見られた。
この実験の目的は、デンプンが葉緑体に蓄積してい
ることを観察し、光合成の場が葉緑体であることを
考察することであるため、デンプンが葉緑体外に存
在するように見えた場合には誤った考察を生む可能
性がある。よって、肉眼レベルでは劣った結果にな
るように感じられても、熱湯処理はせずにヨウ素デ
ンプン反応を行うことを提案したい。なお、一部の
教科書に記載されている熱したアルコールによる処
理では、デンプン粒の溶出、変形、葉緑体から飛び
出すことは見られなかった（未発表データ）。
　また、これまでも観察されているように、本研究
においても中肋部分が葉肉部分に比べて顕著に染色
される傾向が見られた。加えて、中肋部分と葉肉部
分では蓄積しているデンプン粒の大きさや葉緑体そ
のものの大きさが異なっていた。これらのことから、
中肋と葉肉の細胞では葉緑体におけるデンプン蓄積
に関して分業が行われることがあり、本研究におけ
る栽培方法では中肋の細胞で選択的にデンプン粒が
蓄積する条件になっていた可能性がある。この実験
の改善方法として水中の二酸化炭素を増やすことが
提案されてきたが、その効果としては二つの可能性
が考えられる。一つは単純に光合成の有機物の原料
である二酸化炭素が増えたことによる効果であり、
もう一つは二酸化炭素が増加することで中肋と葉肉
の分業状態が変化することによる効果である。オオ
カナダモは周囲の環境によって光合成の様式を C3
か C4のどちらかに偏らせることが報告されてお 
り11）、多くの C4植物では葉肉細胞で二酸化炭素の
蓄積を行い、二酸化炭素を有機物に変える過程は維
管束鞘細胞で行うという分業を行うことが知られて
いる。これまでの研究ではオオカナダモは例外では
ないかとされているが11）、このような分業が行われ
ている可能性も考慮に入れながらこの実験の条件検
討を進めていきたい。
図４　低温、冷凍処理の効果
aは冷蔵庫、bは冷凍庫に 5分間放置したもの。cは
冷凍庫に放置して 3日目、dは冷凍庫に放置して 7日
目。dの矢印の細胞では原形質分離が見られる。スケー
ルバーは 50 μm。
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